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略語 
aCDase: acid Ceramidase 
AD: Atopic dermatitis 
AGEs: Advanced glycation endproducts 
BPB: 4-Bromophenacyl bromide 
BSA: Bovine serum albumin 
CER: Ceramides 
CERS: Ceramide synthase 
Chol: Cholsterol 
ChREBP: Carbohydrate response element binding protein 
CLDN: Claudin 
CML: Carboxymethyl lysine 
DMEM: Dulbecco's modified eagle medium 
ECM: Extracellular matrix 
ELOVL: Elongation of very long chain fatty acids protein 
ESR: Electron spin resonance 
FA: Fatty acid 
FAS: Fatty acid synthase 
FB1: Fumonisin B1 
FBS: Fetal bovine serum 
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FD-4: Fluorescein isothiocyanate–dextran (average M.W. 4,000) 
FL-Na: Sodium fluorescein 
G-SCLL: Glycated epidermis-mimetic SCLL 
GA: Glyceraldehyde 
GC-MS: Gas chromatography-mass spectrometry 
GO: Glyoxal 
HaCaT: Human adult low calcium temperature  
HPTLC: High performance thin layer chromatography 
K10: Keratin 10 
LXR: Lipid synthesis including liver X receptors 
MMP: Matrix metalloproteinase 
MTT: Thiazolyl blue tetrazolium bromide 
NF-κB: Nuclear factor-κB  
OCLDN: Occludin 
PBS: Phosphate buffered saline 
PLA2: Phospho lipase A2 
RAGE: Receptor for AGEs 
Real time RT PCR: Real time reverse transcription polymerase chain reaction  
ROS: Reactive oxygen species 
SB: Stratum basale 
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SC: Stratum corneum 
SCLL: Stratum cornium lipid liposome 
SFA: Saturated fatty acid 
SG: Stratum granulosum 
SM: Sphingomyelin 
SMase: Sphingomyelinase 
SPT: Serine palmitoyl transferase 
SREBP-1c: Sterol regulatory element-binding protein-1c 
SS: Stratum spinosum 
TEWL: Transepidermal water loss  
















	 皮膚は最外面に位置する角層（Stratum corneum: SC）の下に生きた表皮層、真
皮層を有し、生きた表皮層は分化状態によりさらに顆粒層（Stratum granulosum: 
SG）、有棘層（Stratum spinosum: SS）、基底層（Stratum basale: SB）に分類される。
皮膚の厚みは部位により大きく異なるが、およそ 1-2 mm 程度である。角層厚は





























る非酵素的なメイラード反応 14)を介して起こり、脱水・縮合を経て AGEs が生
成される。AGEs は、タンパク質や一部の脂質、核酸に対し非生理的な架橋形成
による変性を引き起こす他 15, 16)、AGEs 受容体（Receptor for AGEs: RAGE）に結
合し、下流の ROS-NFκB（Reactive oxygen species-nuclear factor κB）経路を介し
炎症反応を誘導する（Fig. 1）17, 18)。最近では、代謝性疾患と ER（Endoplasmic 
reticulum）ストレスとの関連も指摘されており 26)、膵β細胞では高血糖病態によ
る ER ストレスとアポトーシスの関連が示されている 27, 28)。皮膚においては、
AGEs は表皮ではケラチン、真皮ではコラーゲンやエラスチン等の構成タンパク
質に蓄積し 19-21)、シワや皮膚の黄変、乾燥等の原因となると考えられている 21-23)。
また、表皮角化細胞には RAGE の発現が認められており、AGEs の RAGE を介
した炎症反応の誘起も報告されている 24, 25)。 









下で作製した in vitro 糖化モデル皮膚を用いて糖化表皮における化合物透過性の
変化を調査した。第三章では、ヒト皮膚における AGEs の蓄積について、抗グ
リセルアルデヒド由来 AGEs 抗体を用いて免疫蛍光染色を行い、その局在や由



















Figure 1. Schematic presentation of AGEs formation and their features 
Aldehyde groups of reducing sugar react with amino groups of proteins to form Schiff base and more 
stable amadori products. The resulting AGEs cause protein degradation as well as inflammatory response. 
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Figure 1  
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第 1 章 
糖化表皮における角層細胞間脂質の 
量的変動とその影響 
第 1 節	 緒論  

















の分解、または脂肪酸合成酵素（Fatty acid synthase: FAS）によるパルミチン酸
の生合成を経て産生される。パルミチン酸は、ELOVL 脂肪酸伸長酵素
（Elongation of very long chain fatty acids protein: ELOVL）による伸長反応
を受け、角層細胞間脂質に特徴的な極長鎖脂肪酸種が生成される。また、CER
の生成経路は de novo 経路、 salvage 経路、スフィンゴミエリナーゼ
（Sphingomyelinase: SMase）経路に大別される。De novo 経路ではセリンとパル
ミトイル CoA を出発物質とし、律速酵素であるセリンパルミトイル転移酵素
（Serine palmitoyl transferase: SPT）や、CER 合成酵素（Ceramide synthase: 
CERS）による縮合やアシル化を経て CER が生成される。Salvage 経路では、CER
はスフィンゴ脂質の最小単位であるスフィンゴシンを再利用し、CERS による変
換を経て生成される。SMase 経路では、SMase による SM の加水分解から CER






し、経表皮水分蒸散量（Transepidermal water loss: TEWL）の測定によりバリア機
能の評価を、高性能薄層クロマトグラフィー（High performance thin layer 
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胞間脂質リポソーム（Stratum corneum lipids liposome: SCLL）を作製し、その物
性評価および膜流動性の評価を行った。最後に、糖化が皮膚第二のバリアであ
るタイトジャンクション（Tight junction: TJ）へ与える影響を調査した。TJ は SG
第二層に存在する細胞間接着構造であり、水溶性分子に対するバリアとして機
能する。糖化を誘導した三次元培養表皮における TJ 構成タンパク質の遺伝子発





第 2 節	 実験方法  
2-1. 試薬および実験材料  
	 Dulbecco's modified eagle medium（DMEM）、thiazolyl blue tetrazolium bromide
（MTT）試薬、リポソーム調製および評価用の cholesterol、cholesterol sulfate、
palmitic acid、5-DOXYL-stearic acid（5-DSA）は Sigma（St. Louis, MO, U.S.A.）
より購入した。alamarBlue®は Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA, U.S.A.）よ
り購入した。Glyoxal（GO）、cholesterol、palmitic acid、クロロホルム、メタノー
ルは和光純薬工業株式会社（大阪、日本）より購入した。抗 AGE 抗体（clone 6D12）
は株式会社トランスジェニック（福岡、日本）より購入した。Alexa546 標識二
次抗体は、Life Technologies(Carlsbad, CA, U.S.A.)より購入した。CER［NS］、CER
［AS］は Matreya (State College, PA, U.S.A.)より、CER［NP］、CER［AP］は Evonic 
Industries AG(Goldschmidtstraße, Essen, Germany) よ り 購 入 し た 。
2,2-Dimethoxypropane は東京化成工業株式会社（東京、日本）より購入した。




2-2. 細胞培養  





	 HaCaT 細胞は 10%FBS（Fetal bovine serum）含有 DMEM を用い、37oC、5%CO2
条件下にて培養を行った。 
 
2-3. 皮膚の評価  
経表皮水分損失量（TEWL）の測定  
	 TEWL 値は、三次元培養表皮を測定環境下にて 45 分間馴化後、VAPOSCAN 
AS-VT100RS（有限会社アサヒバイオメッド、東京、日本）を用いて測定した。














2-4. 細胞生存率の測定  
三次元培養表皮の生存率測定  
	 三次元培養表皮の生存率は、alamarBlue®を用いて測定した。三次元培養表皮
を 24 時間の前培養後、基底層側より培地に溶解した種々濃度（0-5 mM）の GO
に 72 時間暴露したものを、コントロールおよび糖化表皮として使用した。この
三次元培養表皮を基底層側より培地：alamarBlue® = 10：1（v/v）となるように
調製した溶液に暴露した。4 時間培養後、マイクロプレートリーダ （ーSpectraMax 
M2e, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, U.S.A.）を用い、回収した培地中の蛍光を
Ex: 570 nm/Em: 585 nm の条件にて測定した。各群の細胞生存率は、コントロー
ルを 100%とした際の相対値として算出した。 
 
HaCaT 細胞の生存率測定  
	 HaCaT 細胞の生存率は、MTT 法にて測定した。HaCaT 細胞を播種し、24 時間
後、種々濃度（0-10 mM）の GO に 30 分間暴露したものを糖化表皮角化細胞と
した。10%FBS 含有 DMEM にて 2 度洗浄後、同培地を用いてさらに 48 時間培
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養し、生存率の測定に供した。カルシウム・マグネシウム不含 phosphate buffered 
saline: PBS(-)にて 2 度細胞を洗浄後、0.5 mg/mL の MTT を含有する 10%FBS 含
有 DMEM に交換し、4 時間培養を行った。生成したフォルマザンを 0.04 M 塩酸
/イソプロピルアルコール溶液で溶解し、マイクロプレートリーダー 
（SpectraMax M2e)を用いて 570 nm における吸光度を測定した。各群の細胞生存
率は、コントロールを 100%とした際の相対値として算出した。 
 
2-5. 免疫蛍光染色  
	 HaCaT 細胞を培養用スライドガラス（Fisherbrand® Microscope Cover Glass, 
Thermo Fisher Scientific）上に播種し、2-4 に記載の方法で糖化を誘導した。糖化
誘導 48 時間後、細胞を PBS(-)で 2 度洗浄し、冷メタノールで-30℃、15 分間処
理することにより細胞を固定した。2% BSA/PBS(-)溶液で室温、1 時間反応させ
ることによりブロッキングを行った。1 次抗体は、抗 AGEs 抗体を Can Get Signal 
immunostain® Solution A（東洋紡株式会社、大阪、日本）に 1/200 で希釈し、4℃、
オーバーナイトで反応させた。結合した抗体をAlexa546標識の 2次抗体（1/200、






2-6. 脂質の抽出  
	 トランスウェルからメスを用いて三次元培養表皮を回収し、クロロホルム/メ
タノール （2:1, v/v）に浸漬し、氷上にて SONIFIRE 250 Advanced（Branson, 
Danbury, CT, U.S.A)により超音波処理を行い脂質を抽出した。抽出液を 0.20 µm
のフィルター（Merck Millipore Ltd., Billerica, MO, U.S.A.）にてろ過後、窒素気流
下にて有機溶媒を除去した。 




2-7. 脂質の定量  
	 HPTLCにより、脂質の分離を行った。脂質は、各サンプル 10 µLをHPTLC Silica 
gel 60 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) にキャピラリーを用いてスポットした。
CER の展開条件はクロロホルム/メタノール/酢酸（190:9:1, v/v）、FA、Chol の展
開条件はヘキサン/ジエチルエーテル/酢酸（80:20:1, v/v）とし、2 回展開を行っ
た。乾燥させたプレートに 10%硫酸銅・8%リン酸試薬を噴霧後、ホットプレー
ト（TLC Plate Heater, CAMAG, Muttenz, Basel-Landschaft, Switzerland）上で 180oC、




に用いたタンパク質量は、Lowry 法 39）により定量した。 
 
2-8. RNA の抽出  
	 細胞からの RNA の抽出は、RNA iso Plus（タカラバイオ株式会社、滋賀、日
本）を用いて規定の手順に従い行った。三次元培養表皮においては、RNA iso Plus
中、眼科ハサミを用いて皮膚を細断後抽出を行った。NanoDrop 1000（Thermo 
Fisher Scientific）を用いて総 RNA 量を測定し、OD260/OD280 値により純度を確認
した。 
 
2-9. 遺伝子発現量の測定   
	 抽出した総 RNA は濃度を揃え、PrimeScript®（タカラバイオ株式会社）を用い
て規定の手順に従いサーマルサイクラー（Veriti, Applied Biosystems, Foster City, 
CA, U.S.A.）上で逆転写反応を行い、cDNA を作製した。Real time PCR は SYBR® 
Premix Ex TaqTM（タカラバイオ株式会社）を使用し、内部標準として ROX を用
いた。各遺伝子の増幅に用いたプライマー配列を Table 1 に示す。StepOnePlusTM
（Applied Biosystems）を用いて増幅する cDNA をリアルタイムに検出・測定し
た。評価は ΔΔCt 法を用いた相対定量で行った。 
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2-10. 脂肪酸種の同定  





チルエステル化脂肪酸を、炭素数 15 の飽和脂肪酸を内部標準物質とし GC-MS
分析に供した。測定は以下の条件にて実施した。Restek RTX-5 column（30 m × 0.25 
mm i.d., 0.25 mm d.f. , Restek Corporation, Bellefonte, PA, U.S.A.）を用い、初期温
度 110℃、速度 10℃/分にて 300℃まで昇温することによりメチルエステル化脂
肪酸を分離した。ガスクロマトグラフィーには HP6890 series GC system（Hewlett 
Packard, Palo Alto, CA, U.S.A.）を、質量分析計は JMS700（日本電子株式会社、
東京、日本）を用いた。 
 
2-11. 角層細胞間脂質リポソームの調製  
	 SCLL および糖化表皮の脂質構成を模した組成の SCLL（疑似糖化表皮脂質リ





ストルーダーを用いて粒子径を 100 nm に調整した。 
 
2-12. 角層細胞間脂質リポソームの物性評価  
	 SCLL の粒子径、ζ電位、多分散指数（PdI）は、ゼータサイザーナノ（Malvern 
Instruments, Malvern, Worcestershire, U.K.）を用いて測定を行った。 
 
2-13. 角層細胞間脂質リポソームの膜流動性評価  
	 SCLL の膜流動性は電子スピン共鳴（Electron spin resonance: ESR）法により予
測した。5-DSA をメタノールに溶解後、減圧条件下で試験管中に薄膜を形成さ
せた。そこに 2-11 で調製した SCLL を加え室温で 5 分間インキュベーションを





Microwave power: 4.0 mW, Modulation frequency: 9.43 kHz, Modulation amplitude: 






	 SCLL の膜流動性の指標となる秩序度（S）は Eq. 2 を用いて算出した。 
Eq. 2 
S = 1/2 ( 3 cos2 θ - 1 ) 
 = ( A// -A⊥) /｛Azz- (Axx+Ayy) /2｝×10 
 = ( 2T// / 2 - 2T⊥ / 2 ) /｛33.6 - (6.3+5.8) / 2｝×10 
 
2-14. 統計処理  
	 データは mean ± S.D.で表し、SAS University Edition（SAS Institute, Cary, NC, 





Typical ESR spectrum of 5-DSA 
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第 3 節	 結果  
3-1. 糖化誘導三次元培養表皮の評価  
	 糖化表皮中に含まれる角層細胞間脂質量を明らかにするため、三次元培養表
皮の基底層側より種々濃度の GO を 72 時間暴露し、糖化誘導三次元培養表皮を
作製した。GO はグルコースの分解により生じるジカルボニル化合物であり、反
応性が非常に高いため、効率良く AGEs の形成を誘導する 43, 44)。正常皮膚から
の糖化を再現するために、成熟した表皮組織を有する EPISKIN を、慢性化した
糖化状態を再現するために成熟角層を有さない幼若モデルである RHE 6D モデ
ルを使用した。 
	 細胞生存率はいずれのモデルにおいても濃度依存的に有意に減少し、成熟モ
デルでは 5 mM 処理において有意に減少した（Fig. 2a, p < 0.001）。幼若モデルの
方が GO に対する感受性は高く、0.5 mM 処理において有意に減少した（Fig. 2b, 
p < 0.001）。糖化による表皮バリア機能の変化を明らかにするため、三次元培養
表皮を介した TEWL 値の測定を行った。成熟三次元培養表皮では GO 5 mM 暴露
群において、ΔTEWL 値は有意に減少した（Fig. 2c, p < 0.05）。幼若三次元培養表
皮では GO 0.5 mM 暴露群より濃度依存的に有意に減少し（Fig. 2d, p < 0.001）、
細胞生存率と同様、成熟三次元培養表皮よりも GO への感受性が高くなった
（Figs. 2c & d）。さらに、成熟モデルにおいては GO 5 mM 処理において顕著な

















Figure 2. General properties of glycated reconstructed epidermal model 
Glycation was induced by hydration with various concentrations of GO from basal side. Viability of 
mature (a) and immature (b) epidermal model was measured using alamar Blue®. ΔTEWL of mature (c) 
and immature (d) reconstructed epidermal model was measured using vaposcan. Percentile of control of 
TEWL, viability and b* value of mature epidermal model was shown in (e). All results are expressed as 
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3-2. 三次元培養表皮中脂質量の評価  
	 作製した成熟三次元培養表皮モデルより抽出した脂質を HPTLC にて分離し、
セラミド、コレステロール、および脂肪酸の定量を行った。正常表皮および糖
化表皮（GO 5 mM 暴露群）に含まれる脂肪酸の量はそれぞれ 196.4 µg/cm2、311.1 






















Figure 3. Changes in the content of epidermal lipids in mature reconstructed epidermal model 
Lipid contents of mature reconstructed epidermal model were determined after 72 h-exposure to glyoxal 
by HPTLC: CER[NS] (a), CER[NP] (b), CER[AS] (c), CER[AP]a (d), CER[AP]b (e), Chol (f), FA (g). 
All results are expressed as the mean ± S.D. of n = 3 replicates. *p < 0.05, ***p < 0.001, Dunnett’s test 
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 26 
	 一方、幼若モデルにおいては、正常表皮および糖化表皮（GO 1 mM 暴露群）
に含まれる脂肪酸の相対量は、糖化により約 1.8 倍の増加が認められた（Fig. 4g, 
p < 0.001）。さらに、セラミドに関しては CER［NS］、CER［NP］、および CER
［AP］において含有量の有意な減少が認められた（Figs. 4a, b & e）。特に CER
［NS］に関しては濃度依存的な減少が認められ、GO 1 mM 暴露群において正常
表皮の 0.7 倍となった（Fig. 4a, p < 0.05）。コレステロール量も濃度依存的に減少




























Figure 4. Changes in the content of epidermal lipids in immature reconstructed epidermal model 
Lipids content of immature reconstructed epidermal model was determined after 72 h-exposure to glyoxal 
by HPTLC: CER[NS] (a), CER[NP] (b), CER[AS] (c), CER[AP]a (d), CER[AP]b (e), Chol (f), FA (g). 
All results are expressed as the mean ± S.D. of n = 3 replicates. *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, 
Dunnett’s test (vs. 0 mM).  
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3-3. 脂質代謝関連遺伝子発現量の測定  
	 成熟・幼若両糖化表皮において増加が認められた脂肪酸の増加の原因を明ら
かにするため、HaCaT 細胞を用いて脂質代謝に関連する遺伝子の発現量の調査
を行った。1.25 mM GO に 30 分間暴露した HaCaT 細胞を 48 時間培養すると、
細胞生存率は 86.2%まで低下し、以降 GO 濃度依存的な減少を示した（Fig. 5a, p 























Figure 5. Evaluation of glycation on HaCaT cells 
Viability of HaCaT cells determined by MTT assay after 48 h of 30 min-exposure to glyoxal (a). The 
existence of AGEs was determined by immunohistochemical analysis (b). Intensity derived from AGEs 
was divided by the cell number, calculated using ImageJ (c). Cell viability is expressed as the mean ± S.D. 
of n = 4 replicates. The other results are the mean ± S.D. of n = 3 replicates. Bar = 100 µm. ***p < 0.001, 
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をリアルタイム RT-PCR 法にて測定した。既知の ELOVL ファミリーの遺伝子の
うち、ELOVL2 および ELOVL3 の遺伝子発現量は GO 暴露 6 時間後、コントロ
ールと比較し、それぞれ 18.3、8.9 倍に増加した（Figs. 6b & c）（ELOVL2: p < 0.001, 
ELOVL3: p < 0.001）。FAS の遺伝子発現量は、GO 暴露 48 時間後、2.7 倍に増加






























Figure 6. Changes in the expression of fatty acid synthesis related genes  
ELOVL1-7 (a-d) and FASN (f) expression ratio was determined by real time RT-PCR. All results are 
expressed as the mean ± S.D. of n = 3 replicates. *p < 0.05, **p < 0.01,***p < 0.001, Dunnett’s test (vs. 0 
h).   
g               h                












































































































	 CER 合成および分解関連の遺伝子については、CER 生合成の初発律速酵素で
ある SPT1、SPT2、セラミド合成酵素のうち CERS3、CERS4、CER をスフィン
ゴシンと脂肪酸に分解する酵素である酸性セラミダーゼ aCDaseの遺伝子発現量
を測定した。特に GO 暴露 24 時間後の CER 合成関連遺伝子に変動が認められ、
SPT2、CERS3、CERS4 はそれぞれ発現量が 0.60 倍（p < 0.05）、0.48 倍（p < 0.01）、























Figure 7. Changes in the expression of ceramide metabolism related genes 
SPT1 (a), SPT2 (b), CERS3 (c), CERS4 (d), and aCDase (e) expression ratio was determined by real time 
RT-PCR. All results are expressed as the mean ± S.D. of n = 3 replicates. *p < 0.05, **p < 0.01, 
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3-4. 脂肪酸種の測定  
	 次に、増加した脂肪酸種を調べるため、糖化誘導を行った HaCaT 細胞中の脂
肪酸を GC-MS を用いて測定した。正常 HaCaT 細胞から抽出された脂肪酸量は
C14:0, C16:0, C18:0, C20:0 がそれぞれ、0.28, 12.7, 10.0, 0.08 µg / (protein) mg であ
ったのに対し、糖化 HaCaT 細胞中脂肪酸量はそれぞれ 0.46, 27.9, 21.1, 0.12 µg / 




の阻害剤であるフモニシン B1（Fumonisin B1: FB1）を適用した際の HaCaT 細胞
中脂肪酸量の測定を行った。FB1 は 50 µM まで HaCaT 細胞に毒性を示さなかっ
た（Fig. 9a）。50 µM の FB1 を 48 時間処理した HaCaT 細胞では、コントロール



















Figure 8. The content of various lengths of FAs 
Lipids were extracted from HaCaT cells exposed to 0 mM (control), or 5 mM (AGEd) glyoxal for 30 min 
followed by 48 h incubation. The content of FAs was determined by GC-MS. All results are expressed as 























p = 0.07 















Figure 9. The contenet of various length of FAs after the treatment of FB1 
Viability of HaCaT cells after 48 h-exposure to FB1 determined by alamarBlue® assay (a). Lipids were 
extracted from HaCaT cells exposed to 0 mM (control), or 50 µM FB1 for 48 h and the content of FAs 
was determined by GC-MS. All results are expressed as the mean ± S.D. of n = 3 replicates. *p < 0.05, 
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3-5. 疑似糖化表皮脂質リポソームの物性評価  
	 脂質構成の変化によるラメラ構造の流動性を、SCLL と G-SCLL を作製しその
物性を調査することにより評価した。粒子径、PdI、ζ電位に関しては、SCLL、
G-SCLL 共に 37℃条件下では 1 週間安定であった（Fig. 10a-c）。これら SCLL の
ESR スペクトルより求めた流動性の指標である秩序度（S）は、僅かではあるも






























Figure 10. Characterization of liposomes mimicking normal (SCLL) and glycated 
(G-SCLL) epidermal lipid composition 
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Table 2. Formulation and fluidity of liposomes mimicking normal (SCLL) and 
glycated (G-SCLL) epidermal lipid composition 
 








diameter PdI ζ potential S
SCLL CER[NS]/Chol/PA/CholSE 40/40/25/10 131.767 ± 1.124 0.099 ± 0.020 -92.000 ± 6.321 1.364 ± 0.005
G-SCLL CER[NS]/Chol/PA/CholSE 20/20/50/5 121.667 ± 0.493 0.085 ± 0.016 -88.200 ± 2.512 1.316 ± 0.004*
 40 
3-6. 糖化表皮におけるタイトジャンクションの発現  
	 最後に、皮膚第二のバリアである TJ へ表皮の糖化が与える影響を調査するた
め、糖化誘導成熟三次元培養表皮を用い、TJ を構成する CLDN1、CLDN4、OCLDN
の遺伝子発現量をリアルタイム RT-PCR 法により測定した（Fig. 11）。72 時間の
GO 暴露を行った三次元培養表皮においては、CLDN1、CLDN4、OCLDN いずれ
の遺伝子も GO 濃度に依存して発現量は増加傾向にあったが、有意な差は認め
られなかった（Fig. 11a-c）。1 mM の GO を暴露した三次元培養表皮の 6 時間か
ら 48 時間までの遺伝子発現量は、CLDN1 は 24 時間と 48 時間、CLDN4 は 48


























Figure 11. Expression of tight junction related genes in reconstructed epidermal 
model 
GO concentration dependent change in the expression of CLDN1 (a), CLDN4 (b), and OCLDN (c) after 
72 h-exposure to glyoxal. Time dependent change in the expression of CLDN1 (e), CLDN4 (f), and 
OCLDN (g). Expression ratio was determined by real time RT-PCR. All results are expressed as the mean 
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施したところ、ELOVL2、ELOVL3 および FAS の遺伝子発現量が有意に増加し
た（Fig 6）。C16 までの脂肪酸は FAS の複合体により合成され、ELOVL ファミ




肪酸はホスホリパーゼ A2（Phospholipase A2: PLA2）によるリン脂質の分解によ
り生じ、皮膚の pH の維持に寄与していると考えられている 54)。本実験系におい
ては、GO 処理 HaCaT 細胞に PLA2 の阻害剤である 4-bromophenacyl bromide
（BPB）を添加しても、顕著な脂肪酸量の変化は認められなかった（data not 




	 CERs 量の減少に関しては、SPT2、CERS3、CERS4 の遺伝子発現量の低下が
確認されたため、慢性的な糖化による転写レベルの de novo CER 合成の低下が一
 44 
因であると考えられる（Figs 7）。CERS はスフィンゴ脂質の de novo 合成だけで
なく、スフィンゴシンの再利用によるスフィンゴ脂質の合成にも携わり、間接
的に脂肪酸を消費するため、セラミド合成にとって非常に重要であると考えら
れている。6 種類の CERS ホモログのうち、CERS3、CERS4 は皮膚に存在する
55)。CERS3 のノックアウトマウスでは 90%もの表皮脂質が喪失していること 56)、




	 HaCaT 細胞への GO 処理によって増加したのは C16、C18 の飽和脂肪酸であ
った（Fig. 8）。CERS と ELOVL3 は飽和脂肪酸に対し基質特異性を有する。CERS3
は、C16:0、 C18:0、C22:0、C24:0 および>C26 であり 57)、ELOVL3 は C18:0、
C20:0、C22:0、C24:0 である 55)。この選択性が、飽和脂肪酸の蓄積の一因である
と考えられる。 
	 重要な課題として、FASN と ELOVL の上流の経路の解明が挙げられる。糖や
その代謝物への過剰な暴露は、多くの細胞において脂質合成を誘導し、それを
制御する分子としては Lipid synthesis including liver X receptors (LXR)、Sterol 
regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c)、そして Carbohydrate response 












性が挙げられる。FA によって誘導されるアポトーシスは主に C16:0、C18:0 の
飽和 FA によって引き起こされることが報告されており、C4:0-C14:0 の飽和 FA
や不飽和 FA では起こらないとされている 62, 63)。Listenberger らの報告では、CHO
細胞において C16:0 FA 誘導アポトーシスは、細胞死誘導性脂質であるセラミド
の合成ではなく細胞内 ROS 量の増加によるものと考察されている 30)。本実験の






















Figure 12. The effect of glyoxal induced glycation on epidermal lipids synthesis 
and barrier function 







































第 2 章 
糖化表皮における化合物透過性の変化 























して分子量 376.28 のフルオレセインナトリウム（sodium fluorescein: FL-Na）、分
子量約 4,000 のフルオレセインイソチオシアナートデキストラン（fluorescein 






第 2 節	 実験方法  
2-1. 実験動物  




2-2. 試薬および実験材料  
	 グアニジン塩酸塩、sodium fluorescein および Nile red は和光純薬工業株式会社




2-3. マウス皮膚の糖化誘導  
	 マウスを頚椎脱臼により屠殺後、皮膚を剥離し、脂肪等の皮下組織を取り除
き、皮膚をフランツセル（有効透過面積：1.77 cm2、レセプター容積：5 mL）に
角層が上になるよう装着した。レセプター溶液として 5 mL の PBS(-)（コントロ













おいては、ドナー溶液として 1 mM FL-Na と 0.3 mM Nile red の 50%メタノール
水溶液を、レセプター溶液として 50%メタノール水溶液を使用した。角層除去
皮膚を用いた透過試験においては、ドナー溶液として 1 mM の FL-Na と 0.25 mM
の FD-4 の PBS(-)溶液を、レセプター溶液として PBS(-)を使用した。ドナー側に
は 1.5 mL の試験溶液を適用し、適用した時間を 0 時間とした。フランツセル内
は、セル中の撹拌子をマグネティックスターラーによって回転させることによ
り攪拌した。1 時間ごとに 300 µL のレセプター溶液を回収し、同量の新しい溶
液に置き換えた。透過した FL-Na と FD-4 量は、Ex: 490 nm/Em: 520 nm の条件





2-5. 化合物の皮膚透過量の解析  
	 作製したモデル皮膚を介した各化合物の透過性は、定常状態における化合物




Flux ratioAGEd/normal = FluxAGEd / Fluxnormal 
Flux ratioFD4/FLNa = FluxFD4 / FluxFLNa 
   FluxAGEd: 糖化モデル皮膚を介した各化合物の累積透過量から算出した Flux 
   Fluxnormal: コントロール皮膚を介した各化合物の累積透過量から算出した Flux 
   FluxFD4: 角層除去コントロール皮膚を介した FD4 の累積透過量から算出した Flux 
   FluxFL-Na: 角層除去コントロール皮膚を介した FL-Na の累積透過量から算出した Flux 
 
2-6. 糖化指標の測定および皮膚中化合物量の測定  
	 AGEs 誘導後、皮膚を水洗し 50%メタノール水溶液中で眼科ハサミを用いて細
断し、20 分間の超音波処理を行った。20,000×g、15 分の遠心後、上清を回収し、
Ex: 365 nm/Em: 450 nm における AGEs 由来の自家蛍光を測定した。 









	 皮膚の表面形状は、光学三次元皮膚測定装置 PRIMOS®（GFMesstechnik GmbH, 









ブロッキングを行った。1 次抗体は、抗 AGEs 抗体を Can Get Signal immunostain® 
Solution A（東洋紡株式会社、大阪、日本）に 1/200 で希釈し、4℃、オーバーナ
イトで反応させた。結合した抗体を Alexa546 標識の 2 次抗体（1/200、抗体/Can 











した免疫蛍光染色法により角層の AGEs を検出した。 
 
2-10. 統計処理  
	 データは mean ± S.D.で表し、SAS statistics software version 9.2（SAS Institute, 
Cary, NC, U.S.A.）、もしくは Microsoft excel 2011（Redmond, WA, U.S.A.）を用い





第 3 節	 結果  




用して、生体において真皮側より起こる糖化を模倣している。Fig. 13a には AGEs
を免疫蛍光染色したときの結果を示す。10 mM GO に 24 時間暴露した皮膚では、
皮膚全層に AGEs が蓄積し、50 mM GO に 24 時間暴露した皮膚では、角層中に
AGEs が存在していることが確認された。 
	 また、AGEs 蓄積の指標として、糖化誘導直後のレセプター溶液の Ex: 365 nm/ 
Em: 450 nm における蛍光を測定すると、強度は GO 濃度依存的に有意に増加し
た。すなわち、GO 濃度に依存して蛍光 AGEs の増加が確認された（p < 0.001）。






に増加し（10 mM: p < 0.01, 50 mM: p < 0.001）、阻害剤の共存下では減少傾向を
示した（Fig. 14a）。表面形状の測定から、in vitro の皮膚糖化により表面粗さの
 56 
指標（Ra, Rz, Ry）は大きくなる傾向が観察されたが、有意な差は認められなか
った（Fig. 14b & Table 3）。 
	 また、水分蒸散に対するバリアの指標として、糖化モデル皮膚の TEWL 値を
フランツセル上で測定した。b*値の上昇に伴い、TEWL の値は高くなったが、




























Figure 13. Confirmation of glycation in an in vitro glycated skin model  
Immunohistochemistry of skin and SC with anti-AGEs antibody. Glycation was induced by hydration 
with 0 mM GO (normal) or 10 mM (for skin), 50 mM (for SC) of GO (AGEd) in PBS at 32°C for 24 h (a). 
Intensity of fluorescence (Ex: 365 nm/Em: 450 nm) in receptor fluids (b) and skin homogenates (c). 
Glycation was induced by hydration with the indicated concentration of GO and inhibitor (inh.) in PBS at 
32°C for 24 h. All results are expressed as the mean ± S.D. of n = 3 replicates. *p < 0.05, ‡p < 0.05, **p 






































































Figure 14. Macroscopic properties of in vitro glycated skin model 
Yellowish color change was evaluated by colorimetry and expressed in b*. Glycation was induced by 
hydration with indicated concentration of GO and inhibitor (inh.) in PBS at 32°C for 24 h. (a). Surface 
appearance of glycated skin after 24 h incubation under the indicated conditions (b). All results are 
expressed as the mean ± S.D. of n = 3 replicates. **p < 0.01, ***p < 0.001, Tukey’s test. 
 






0 mM 10 mM 














0 mM 10 mM 50 mM 50 mM+inh.
Ra 8.2 ± 0.4 9.7 ± 1.5 9.6 ± 0.1 9.0 ± 0.2
Rz 42.5 ± 2.1 47.5 ± 8.1 47.6 ± 0.5 44.8 ± 1.7














Figure 15. TEWL and b* values of in vitro glycated skin model 

























3-2. 低分子化合物の糖化皮膚透過性の評価  
	 親水性低分子モデル化合物として FL-Na（M.W. 376.28）を、疎水性低分子モ
デル化合物として Nile red（M.W. 318.37）を選択した。糖化皮膚においては FL-Na
の累積透過量は有意に増加した（p < 0.05）（Fig. 16a）。正常皮膚における FL-Na
の Flux に対する糖化皮膚の Flux 比（Flux ratioAGEd/normal）は 2.09 であり、糖化皮
膚の Flux は正常皮膚と比較し有意に増加した（#p = 0.05）（Fig. 16a, Table 4）。一
方、Nile red の Flux ratioAGEd/normal は 0.98 であり、両皮膚の Flux に有意な差は認






Table 4. Parameters of skin permeation across the in vitro glycated skin model 
 
Flux ratioAGEd/normal means: Flux across glycated skin / Flux across normal skin. #p = 0.05, *p < 0.05, **p 









Full-thickness FL-Na normal 0.03 ± 0.01 - 2.70 ± 0.54
AGEd 0.06 ± 0.01# 2.09 2.22 ± 0.22
Nile red normal 2.48 ± 0.41 - 4.99 ± 1.27
AGEd 2.43 ± 0.61 0.98 4.37 ± 0.52
Viable epidermis-dermis FL-Na normal 98.00 ± 7.59 - 5.99 ± 1.34
AGEd 62.44 ± 14.48* 0.64 4.64 ± 1.11
FD4 normal 1.76 ± 0.27 - 6.03 ± 0.95












Figure 16. Permeation of low molecular weight molecules across full-thickness 
glycated skin 
Cumulative amount of FL-Na (a) and Nile red (b) permeating across full-thickness normal (◯) and AGEd 
(●) skin. 1 mM of FL-Na or 0.3 mM of Nile red in 50% methanol was used as the donor solution. 50% 
methanol was used as the receptor solution. All results are expressed as the mean ± S.D. of n = 3 
































































3-3. 糖化皮膚における化合物の浸透性・透過性に対する角層の寄与  
	 皮膚最大のバリアである角層に対して糖化が与える影響を明らかにするため、
FL-Na の角層への浸透および角層を除去した糖化皮膚モデルを介した化合物透
過性の評価を行った。糖化皮膚モデルに FL-Na を適用後 0、1、6 時間で皮膚を




高い浸透性を示した（Figs 17a & b）。 
	 テープストリッピングを 15 回実施することにより角層を除去した皮膚を介し
た FL-Na の透過性は、全層皮膚のおよそ 3,300 倍となった（Fig. 18a, Table 4）。
全層皮膚とは対照的に、角層除去皮膚における FL-Naの Flux ratioAGEd/normalは 0.64
となり、糖化皮膚の Flux は正常皮膚と比較し有意に減少した（p < 0.05）（Fig. 18a, 
Table 4）。同様に FD-4（average M.W. 4,000）の Flux ratioAGEd/normal は 0.40 となり、
糖化皮膚の Flux は正常皮膚と比較し有意に減少した（p < 0.01）（Fig. 18b, Table 4）。
また、FD-4 適用後 6 時間における皮膚中の FD-4 量は、糖化皮膚において有意





























Figure 17. Outside-in penetration across excised glycated skin 
Penetration pattern of FL-Na across normal and glycated skin at indicated time point (a) and vertical 
intensity derived from FL-Na at arbitrary line calculated using ImageJ (b). Glycation was induced by 





































































Figure 18. Permeation of hydrophilic molecules across glycated epidermis-dermis 
Cumulative amount of FL-Na (a) and FD-4 (b) permeating across normal (◯) and AGEd (●) 
epidermis-dermis. 1 mM of FL-Na and 0.25 mM of FD-4 in PBS were used as donor solutions. PBS was 
used as the receptor solution. All results are expressed as the mean ± S.D. of n = 3 replicates. *p < 0.05, 







































































化合物の皮膚透過プロファイルを明らかにした。一覧を Fig. 19 に示す。 
	 糖化誘導に用いた GO は、グルコースの分解や解糖系の副産物として生成す
るジカルボニル化合物であり、その反応性の高さから非生理的なタンパク質付
加体や架橋形成の原因となる 43, 44)。ヒト血清中の GO 濃度は 0.1-1 mM であり、
糖尿病や腎疾患によりその濃度は増加し、長期間にわたり生体内で糖化を誘導
することが知られている 68)。本実験においては、皮膚における AGEs の蓄積の
指標と考えられている b*値および自家蛍光の増加を指標とし、過剰量の GO を
用いて加速的な条件下で糖化皮膚モデルを作製した 19, 69)。摘出ヘアレスマウス
皮膚を 50 mM GO に 24 時間暴露し、作製した糖化皮膚モデルでは、AGEs は角
層を含む皮膚全層において検出された。正常皮膚と比較し、皮膚ホモジネート
の自家蛍光は 1.6 倍、b*値は 2.1 倍であった（Figs. 13c & 14a）。これらの比率は、
糖尿病患者の皮膚自家蛍光値として報告されている臨床データから得られる比
率と近い値を示していることから 70)、透過試験で用いた GO 濃度（50 mM）は
妥当であると考えられる。また、これまで糖化皮膚におけるシワ形成は、表皮
角化細胞や線維芽細胞から分泌されるマトリックスメタロプロテアーゼ（Matrix 
metalloprotease: MMPs）の活性化を介した ECM の分解が原因であることが知ら
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（Fig. 16, Table 4）、短周期ラメラ構造に何らかの乱れが生じ、バリア機能を低下
させたと予想される。 
	 生きた表皮・真皮もまた、経皮吸収を考える上で重要なバリアであると考え
































































第 3 章 
ヒト皮膚における Glycer-AGEs の蓄積 
第 1 節	 緒論  
	 生体内においてメイラード反応を誘導するカルボニル化合物は多岐に渡る。
還元糖やその分解物、糖代謝の中間体等がそれにあたり、カルボニル化合物に





Glycer-AGEs の組織沈着が報告されている 78, 79)。さらに、メラノーマ細胞におい
て、Glycer-AGEs による RAGE を介した活性酸素種の産生ががん悪性化を促す
ことも報告されている 80)。 





組織における Glycer-AGEs の存在および分布を調査した。さらに、in vitro 糖化









Figure 20. Classification of AGEs by glycation inducer 
Fru: Fructose, Glu: Glucose 
  



















第 2 節	 実験方法  
2-1. 試薬および実験材料  
	 ヒト皮膚は、BIOPREDIC INTERNATIONAL（Saint-Grégoire, France）より購入
した。ウサギ由来抗 Glycer-AGEs ポリクローナル抗体およびブロッキングペプ
チドは、金沢医科大学先端医療研究領域糖化制御研究分野、竹内正義教授より




2-2. 免疫蛍光染色  
	 皮膚は、4%パラホルムアルデヒドで固定後、パラフィン包埋を行った。脱パ
ラフィン後、10 mM pH 6 クエン酸ナトリウム溶液中で加熱することにより抗原
の賦活化を行った。1% BSA/PBS(-)溶液で室温、1 時間反応させることによりブ









2-3. 実験動物  
	 実験動物は第二章と同種のものを、同様の方法で入手・使用した。 
 
2-4. マウス皮膚の糖化誘導  
	 マウス皮膚への糖化誘導は第二章と同様の方法で行った。糖化誘導剤として、
PBS(-)（コントロール）、10 mM もしくは 50 mM の GA および GO 含有 PBS(-)
（AGEd モデル）を適用した。 
 
2-5. 皮膚計測  
	 皮膚色の測定および皮膚自家蛍光の測定は、第二章と同様の方法で行った。 
 
2-6. アミノ酸分析  
	 アミノ酸分析は池田らの方法に一部改変を加えて行った 82)。10 mM Lys を 50 
mM の GO、GA と PBS(-)溶液中、37℃で反応させた。各サンプルは 6N の塩酸
中、110℃、8 時間加水分解を行った後、フィルター濾過を行った。pH 2.2 クエ
ン酸リチウム緩衝液で希釈後、アミノ酸分析機 JLC-500（日本電子）を用いて非
修飾のアミノ酸量を測定した。修飾された Lys 残基量は、Eq. 4 より算出した。 
 
Eq. 4 
Lysmodified = Lyscontrol – Lysunmodified 
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2-7. 統計解析  
	 データは mean ± S.D.で表し、SAS University Edition (SAS Institute, Cary, NC, 





第 3 節	 結果  
3-1. ヒト皮膚における Glycer-AGEs の観察  
	 Glycer-AGEs はヒト表皮および真皮に発現が確認されたが、ブロッキングペプ
チドの存在下では Glycer-AGEs 由来の蛍光は消失した。Glycer-AGEs は角層およ
び表皮に強い蛍光が認められ局在が観察された。一方、真皮においては ECM に





Figure 21. Presence of Glycer-AGEs in skin sections from 28 y.o. (a-d) and 63 y.o. 
(e-h) human abdominal area 
Blocking peptide (BP) to anti Glycer-AGEs antibody treated section showed no significant signal (c,d & 
g,h). Bar = 100 µm. 
 
  
28 y.o. 63 y.o. 




























3-2. Glyoxal、Glyceraldehyde による in vitro 糖化誘導皮膚の比較  
	 GO、GA を糖化誘導剤として in vitro 糖化皮膚モデルを作製し、24 時間後まで
の自家蛍光および色調の変化を比較した（Fig. 22a）。Ex 365 nm/ Em 450 nm にお
ける自家蛍光の値は、GA では GO と比較し 3.0 倍に増加した（Fig. 22b）。黄味
を表す b*値は GA では GO と比較し 2.2 倍となり、いずれも GA において高値を






















Figure 22. Comparison of skin glycation features induced by GO or GA 
Macroscopic view of hairless mouse skin glycated using GO or GA (a), rate of increase in AGE 
formation indicated by fluorescence intensity (Ex: 365 nm/ Em: 450 nm) (b) and b* value (c). Glycation 
induced by 50 mM of GO: ○, or GA: ▲. 
  





























3-3. Glyoxal、Glyceraldehyde による修飾 Lys 量の測定  
	 AGEs 形成の際に基質となる塩基性アミノ酸残基と、GA、GO との反応性を明
らかにするため、37℃で糖化反応を誘導した後の修飾アミノ酸量をアミノ酸分
析により測定した。Lys、Arg をそれぞれ糖化誘導剤と反応させると、Lys のみ
が時間変化に伴い黄味を呈したことから（data not shown）、基質には Lys を用い
た。50 mM の GO、GA と反応させた際の修飾 Lys 量は、反応 12 時間、24 時間
においてGO処理群では、716.78、637.29 nmol/mL、GA処理群では1136.25、1098.62 
nmol/mL となり、いずれの条件でも GA 処理群で有意に増加した（12 h: p < 0.01, 

















Figure 23. Amount of Lys modified by GO or GA determined by amino acid 
analysis 
Amount of intact Lys was determined after 6 h, 12 h or 24 h incubation with 50 mM of GO or GA. All 
results are expressed as the mean ± S.D. of n = 3 replicates. *p < 0.05, **p < 0.01, paired student’s t-test 













































第 4 節	 考察  
	 これまで皮膚に蓄積する AGEs として報告されている CML は、長く AGEs の





なかった（Fig. 21）。しかしながら、Park らの報告にあるように、AGEs は RAGE
の発現量そのものを亢進させ、炎症を誘発することが報告されているため、何
らかの生理的意義を有すると予想される 37)。 
	 さらに、自家蛍光と b*値の増加、およびアミノ酸分析による修飾 Lys 残基量
の測定から、GA は GO よりも速く皮膚に糖化を誘導すること、つまり、
Glycer-AGEs は糖化の初期段階で蓄積されることが示唆された。また、糖化によ
る蛍光強度や黄味の増加が、時間経過・濃度変化共に GO 誘導と GA 誘導では頭
打ちになるタイミングや強度が異なることも、糖化誘導剤によって特徴的な
AGEs 集団を形成することを裏付けており、非常に興味深い。 


















	 本研究では AGEs が有するこれらの性質は表皮のバリア機能へ何らかの影響
を与えていることを予想し、表皮における角層細胞間脂質代謝、糖化皮膚の基
礎的な化合物透過プロファイル、およびヒト皮膚中の AGEs の蓄積・分布につ



















GO 処理後の TJ 関連遺伝子発現量を測定した。CLDN1、CLDN4、OCLDN の発
現量は GO 処理により増加した。機能の発現について精査が必要であるが、角
層バリアの乱れを相補している可能性が示唆された。 




















糖化誘導速度の速い GA が、初期の皮膚 AGEs 蓄積に重要な役割を担うことが示
唆された。 
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